























suggested  antibacterial properties were  examined  to  establish  their  effects on  common wound‐
infecting  bacteria.  Geochemical,  microscopical,  and  toxicological  characterization  of  clay 
particulates, their suspensions and filtered leachates was performed on THP‐1 and HaCaT cell lines. 
Cytoskeletal toxicity, cell proliferation/viability (MTT assays), and migration (scratch wounds) were 
further  evaluated.  Clays  were  assayed  for  antibacterial  efficacy  using  minimum  inhibitory 
concentration assays. All clays possessed a mineral content with antibacterial potential; however, 
clay  leachates  contained  insufficient  ions  to  have  any  antibacterial  effects.  All  clay  leachates 










The  role  of  clays  in  medicine  is  well‐documented,  including  detoxification, 
dermatitis,  hair  growth,  gastro‐intestinal  tract,  and  irritable  bowel  syndrome,  renal 
health, bone mass loss, and even cancer treatments. Antimicrobial resistance (AMR) is the 
term  used when  a microorganism  no  longer  responds  to  antimicrobial  drugs. Many 
bacteria,  by  the  selective  pressure  of  antibiotic  exposure  in  medicine  and  animal 
husbandry, have developed resistance to multiple front line and last resort antimicrobials 
[1–5].  These  so  called  “ESKAPE”  pathogens  (e.g.,  Enterococcus  faecium,  Methicillin‐
resistant Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 
aeruginosa,  and  Escherichia  coli)  are  commonly  associated  with  increasing multi‐drug 
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injuries  that have not healed  three months post‐injury  [6]. They  interrupt  the normal 






and  even  death  [12].  In  addition  to  the  consequences  for  patients,  the  incidence  and 
complicated  treatment  of  chronic wounds  is  a  distinct  drain  on  the National Health 
Service  in  the UK.  In 2012,  there were 2.2 million chronic wound cases  in  the UK  that 




2050, AMR  could  result  in  10 million  annual  deaths worldwide.  Clays  have  several 
distinctly appealing properties that could give them an advantage for AMR applications. 




doctor  Line  Brunet  de  Courssou  to  treat  the  common mycobacterial  infection  Buruli 







increase  the  permeability  of  the  bacterial  cell  membrane;  the  divalent  cations 
overwhelming  iron  storage proteins and oxidizing  to produce  reactive oxygen  species 
[19–22]. 




even dilute  clay  suspensions  can  be  problematic  given  that  the particles  obscure  key 
biological  indicators  of  toxicity  (e.g.,  cytoskeletal  dysfunction,  viable  cell  counts  and 
microscopy), due to light scattering. Microscopic particles are well known for having large 
surface areas and chemically active surfaces that may interfere with viability assays and 





in hydrothermally altered volcaniclastic  environments  [19],  including  the Eifel  area of 














Redmond Healing;  (2) Clay B—Kaolinite;  (3) Clay C—Red Clay;  (4) Clay D—Premium 




Scientific, Loughborough, UK). The  tube was  filled with double‐distilled water  (Cole‐










For  clay  samples  in  solution  (i.e.,  leachates,  1 mg/mL),  ICP‐MS was  employed  to 
determine the inorganic elemental composition. The leachates were acidified to 10% nitric 




in  the  solution were  analyzed on mass‐to‐charge  ratios  and  compared  to  a geological 
standard. This was repeated three times per leachate and the mean values and standard 
deviations  were  used  to  determine  the  results.  Raw  data  was  corrected  for  blanks, 
controls, and dilutions. 
2.3. X‐Ray Diffraction 
X‐ray  Diffraction  (XRD)  of  bulk  clay  samples  was  performed  to  identify  the 
crystalline compounds. The clay samples were packed into an aluminum holder, which 










semi‐quantitative,  errors  are  not  usually  reported.  XRD  patterns  are  shown  in  the 
Supplementary Materials, Figure S1. 
2.4. Electron Microscopy 




clay. Prior  to  imaging,  the  stubs were  splutter  coated  (SC500  Sputter  coater, Bio‐Rad, 




imaged  at  a working distance  of  9.1–10.2 mm,  spot  size  5.0  and  10.0  kV. A  range  of 








Japan),  operating  at  200  kV, with  a  high‐resolution Gatan digital  camera  (Gatan,  Inc. 
Pleasanton, CA., USA) capable of a resolution of 0.02 nm. 
2.5. Filamentous Actin Measurement 
Intracellular  F‐actin  was  stained  by  incubation  of  cells  with  fluorescein 
isothiocyanate  (FITC)‐Phalloidin probe  (1.6 × 10−6 M)  (Molecular Probes, ThermoFisher 




Actin was determined  in THP‐1 cells  to observe  the cytoskeletal  remodeling effects of 
clays and the recruitment of peripheral blood monocytes into wounds treated with clays. 
As these cells differentiate into macrophages upon entering the wound space, this gives 
an  indication of  the  ability of  clays  to  stimulate  the  immune  response,  in  addition  to 
remodeling that occurs when monocytes/macrophages internalize particles and necrotic 
tissue. 










































Cambridge, UK). Z‐stacks of optical sections were  taken  through  the cells via Nyquist 
sampling using a confocal pinhole size of 1AU. Images were presented either as single 
optical  sections  or  as  maximum  intensity  projections  of  the  Z‐stacks  with  an 






























in  serum‐free DMEM  for  another  24 h.  Serum‐free DMEM was  removed  and  scratch 
wounds made using sterile pipettes. Following PBS washing (×2), 1% serum‐containing 
DMEM  with  selected  clay  suspensions  and  leachates  at  0.05  g/L  concentrations  (3 
wells/leachate), was added and cultures maintained at 37 °C in a humidified 5% CO2/95% 
air chamber for 48 h. HaCaT migration and wound repopulation were monitored by Time‐
Lapse Microscopy  (Cell‐IQ® Automated Cell Culture  and Analysis  System, Chip‐Man 









In  brief,  bacterial  isolates  (i.e.,  Acinetobacter  baumannii,  Escherichia  coli,  Klebsiella 
pneumoniae, methicillin‐resistant Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa) were 
freshly  cultured on  5% blood  agar plates  (LabM Ltd., Heywood, UK). Bacteria  (n  =  3 
biological replicates) were then suspended in 10 mL of Tryptone Soy Broth (Lab M Ltd., 
Heywood, UK) and incubated overnight at 37 °C. Each bacterial culture was then diluted 







300  g/L,  and  60  g/L,  respectively)  or  leachate  at  100%,  50%,  and  10%  starting 









well of the microtiter plate,  including the control wells  to  facilitate reading.  (Resazurin 
turns from purple to pink in the presence of respiring cells). The plates were then wrapped 










is  the kaolinite sample  that has a 2–5 μm size  range. The mineralogy of  the clays was 
determined  using  XRD.  Leachable  elements  were  determined  by  generating  water 













































































 Clay  Na (mg/L)  Mg (mg/L)  Al (mg/L)  P (mg/L)  K (mg/L)  Ca (mg/L)  Mn (mg/L)  Fe (mg/L)  Total (mg/L) 
 A 
31.50  0.30  0.33  0.00  0.68  0.43  0.01  0.10  33.39 
94.32%  0.89%  0.98%  0.00%  2.05%  1.30%  0.03%  0.30%  99.86% 
  B 
0.13  0.07  0.03  0.05  0.20  0.01  0.00  0.00  0.51 
25.90%  14.74%  5.55%  10.17%  40.20%  1.96%  0.30%  0.25%  99.08% 
 C 
0.57  2.21  0.23  0.02  1.01  1.49  0.00  0.12  5.68 
10.05%  38.85%  4.12%  0.34%  17.77%  26.23%  0.01%  2.03%  99.39% 
 D 
3.17  1.00  0.27  0.02  1.43  1.46  0.01  0.19  7.56 
41.98%  13.25%  3.54%  0.24%  18.92%  19.30%  0.07%  2.53%  99.82% 
  E 
0.03  0.90  0.68  0.01  0.03  2.87  0.21  1.65  6.48 
0.51%  13.92%  10.45%  0.15%  0.43%  44.35%  3.22%  25.41%  98.43% 
  F 
0.41  0.11  0.54  0.01  0.49  0.00  0.02  0.36  1.93 
21.22%  5.54%  27.75%  0.75%  25.14%  0.00%  0.94%  18.76%  99.49% 
3.2. F‐Actin Measurement 
F‐actin can be measured in activated immune cells through staining with fluorescent 
markers  and measuring  this  fluorescence  using  FACS  [44],  followed  by  visualization 
using CLSM. The Mean Fluorescence Intensity (MFI) obtained for each clay leachate and 
suspension is shown next to their respective confocal images of immortalized monocyte‐
like THP‐1 cells  (Table 3). Mean  fluorescence of cells without  fluorescent markers  (i.e., 
natural auto‐fluorescence of the cells) was 1068. The negative control, (THP‐1 cells stained, 










from  their cell membranes known as “pseudopodia”,  features also seen  in  the positive 
controls  (Table  3).  The  negative  controls  demonstrate  thinner  F‐actin  caps  at  the  cell 
surface,  and  few,  if  any,  pseudopodia.  The  clay  suspensions  were  dominated  by 
particulate matter, though many also show whole cells. 
Table 3. FACS analysis and CSLM imaging (100×) of Alexa Fluor 488® Phalloidin stained THP‐1 cells following exposure 
to  suspensions  or  leachates  of  clays  A‐F. MFI  indicates mean  fluorescence  intensity,  a measure  of  the  amount  of 
fluorescently tagged F‐actin found  in THP‐1 cells. The negative control shows  inactivated cells with  the MFI obtained 
reflective of their inactive state. The positive control shows cells that are highly activated by LPS with correspondingly 
significantly higher MFIs.   








































The  effects  of  each  clay  suspensions  and  leachates  on HaCaT  proliferation  and 
viability are shown  in Figure 1. The MTT assay  identified significant variations  in  the 
abilities of particular clay leachates to induce HaCaT cytotoxicity or stimulatory effects on 
HaCaT proliferation, at 0.05 g/L concentrations. Suspensions of Clay B  (Kaolinite) and 
Clay F  (Mirador Chimaque) had no  significant effects on  cell viability or proliferation 











Figure  1. MTT  analysis  of HaCaT proliferation  and  viability,  following  treatment with  0.05  g/L  clay  suspensions  or 
















































































pH  3  4  5  6  7  8  9  10  Reference 
Normal Skin                                [45–47] 
Chronic Wounds                                  [48] 
A. baumannii                                  [49,50] 
E. coli                                  [51] 
K. pneumoniae                                  [51] 
P. aeruginosa                                  [52] 
MRSA                                  [53] 









good crystal structure, but  rather morphologies usually seen  in material  that has been 
mechanically  ground  to  a  fine  powder. Clay  B,  the  Sigma  “Kaolinite”, was  90%  clay 
minerals;  although,  the  size  range  of  2–5  μm  is  too  coarse  for  it  to  be  considered  a 
conventional clay. It is likely that Clay B was derived from a kaolin deposit (e.g., China 
clay),  formed  from  the  chemical  weathering  of  granite,  resulting  in  the  quartz 










the  mineralogy  and  microscopy  suggested  that  the  clay  could  be  more  accurately 
described as a very finely ground quartz powder. Clay F was not commercially sourced, 
but  was  included  in  this  analysis  because  of  its  very  close  geological  similarity  to 
bioreactive  basaltic  terrain  red  clays  that  are  implicated  as  the  causative  agent  in  the 
disease “geological elephantiasis” (e.g., podoconiosis; [56]). This clay was not subjected to 




which uses double‐distilled, de‐ionized water. The method  is  typically used  in studies 
such as contaminated  land where  there are concerns about elements  leaching out  into 
groundwater.  It was appropriate  for  this  research, as  it  reproduces  the  typical  clinical 
scenario where  the dried, supposedly bioceutical  clays would be mixed with water  to 
create a poultice to apply to the skin or wound; thus, potentially releasing the constituent 






function  through  their  ability  to  affect  the  cell  cytoskeleton  by  polymerization  of  the 
membrane  structural  protein  actin  (i.e.,  F‐actin;  [44]. Recruitment  of peripheral  blood 
monocytes into wounds is a key event in wound healing. Cytoskeletal remodeling occurs 
during extravasation of the cells through the vascular endothelium during migration from 
the vessel  lumen  into  tissues. Additionally, during  tissue  remodeling phagocytosis of 
necrotic  tissue  by  macrophages  is  facilitated  by  assembly  to  the  cytoskeleton.  The 
leachates of all the clays proved to be highly activating towards THP‐1 immune cells; in 
all cases much more so than their clay suspensions, which displayed MFI readings as low 
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to  the cells  themselves  [28]. This  idea  is supported by  the  lower  levels of  fluorescence 











Epithelial  integrity  is  maintained  by  keratinocytes.  In  healing  skin  wounds, 
keratinocytes migrate across the denuded wound regions, whereas keratinocytes adjacent 
to the migrating front are stimulated to proliferate [9]. However, in non‐healing chronic 
wounds,  keratinocyte  proliferative  and migratory  responses  are  impaired,  leading  to 




and/or migratory effects  induced by  leachates of Clay B  (Kaolinite), Clay E and  filter‐
sterilized  Clay  E  (Green),  and  filter‐sterilized  Clay  F  (Mirador  Chimaque)  versus 
untreated  controls.  Intriguingly,  as HaCaT wound  repopulation  is  dependent  on  the 
induction of both migratory and proliferative responses [40], the collective findings imply 
that these clays primarily promote keratinocyte migration, rather than cell proliferation. 
However, Clay D  (Premium Nutri Clay)  suspensions would potentially have  adverse 
effects on epithelial wound repair, in light of the enhanced keratinocyte cytotoxic effects 
induced. 
Based  on  the  geochemistry  data  obtained,  it  can  be  suggested  that  the  superior 
performance of these clays may be a result of the absence of large mineral complexes and 
the abundance of exchangeable, charged elements  including calcium,  iron, magnesium 





None of  the  clay  leachates  showed  any  effect  against MRSA  and P.  aeruginosa  at 

































effects. The  leachates of  these clays also  lack  ions  in quantities necessary  to cause any 
bacterial harm. Leachates were  found  to be highly  toxic  towards  immune  cells, while 
suspensions of the clays appeared to be less so. This is likely to be due to limitations in the 
experimental method used. The Green clay, Clay E, was the least immunogenic of all the 
clays, proving  it has some  therapeutic potential; there already being precedence  for  its 








healing  entities,  is  the  significant  stimulatory  proliferative  and/or  migratory  effects 
induced by the suspensions of Clay B (Kaolinite), suspensions/leachates Clay E (Green) 
and Clay F  (Mirador Chimaque), albeit at  lower concentrations  (0.05 g/L), whilst other 










This  research  has  demonstrated  the  potential  of  the  Green  clay  as  a  novel 
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